
✓8 



P C 171 I 9 9 / 0 0 S 0 u 
BEC'D 1 6 DEC 1999 



c-\ h \ ~, r/ 




M5Ki]a 



Patentt ihakemus nro 
Patent application no 

Tekemispai va 
Filing date 

Kansainval inen luokka 
International class 

Keksinnon nimitys 
Title of invention 



Valio Oy 
Helsinki 



982114 



30.09.1998 



A23L 



PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a) OR (b) 



"Menetelma proteiinipitoisen materiaalin kasittelemiseksi ja nain saatu 
materiaali ja sen kaytto" 



Taten todistetaan, etta oheiset asiakirjat ovat tarkkoja jaljennoksia 
patentti- ja rekisterihallitukselle alkuaan annetuista selityksesta, 
patenttivaat imuksista ja t ii vis t elmas t a . 

This is to certify that the annexed documents are true copies of the 
description, claims and abstract originally filed with the Finnish Patent 
Office . 




Pirjo Kafla 

T utkimussjhtf^ ■ 



Maksu 
Fee 



300, 
<00, 



rrtK 
FIM 



Arkadiankatu 6 A 
F.C.Bcx 1160 
FIN'-OGlOl Heisi.n> 



Punen n : 
telephone : 

:land 



Teierax : 
Telefax : 



0 9 



£939 5204 
6939 5204 



1 



Menetelma proteiinipitoisen materiaalin kasittelemiseksi ja nain saatu 
materiaali ja sen kaytto 

Keksinnon kohteena on menetelma proteiinipitoisen materiaalin 
5 kasittelemiseksi, tasmallisemmin esitettyna menetelma naudan insuliinin 
poistamiseksi lehmanmaidosta peraisin olevasta nestemaisesta rasvattomasta 
proteiinipitoisesta materiaalista. Lisaksi keksinnon kohteena on kyseisella 
menetelmalla saatu, oleellisesti naudaninsuliiniton proteiinipitoinen materiaali ja 
sen kaytto aidinmaidonkorvikkeen tai jonkin muun erityisravintovalmisteen 

10 proteiiniosana tai kulutusmaidon, muiden maitojuomien tai erilaisten maito- 
valmisteiden raaka-aineena. Kyseisten tuotteiden valmistuksessa proteiiniosana 
voidaan kayttaa keksinnon mukaisesti saatua, oleellisesti naudaninsuliinitonta, 
lehman maidosta peraisin olevaa rasvatonta proteiinipitoista materiaalia. 

Keksinnon mukaisesti saatu, oleellisesti naudaninsuliiniton, lehman 

15 maidosta peraisin oleva rasvaton proteiinipitoinen materiaali, edullisesti hera 
sopii erinomaisesti edella mainittujen tuotteiden proteiiniosaksi, koska keksinnon 
mukainen kasittely ei oleellisesti muuta tuotteen makua. 

Insuliininpuutoksesta johtuva diabetes mellitus (IDDM) on sairaus, 
jossa haiman Langerhansin saarekkeiden insuliinia tuottavat beeta-solut ovat 

20 tuhoutuneet, mutta saarekkeiden muut solut sailyvat vahingoittumattomina 
(Castano L. ja Eisenbarth GS. Annu. Rev. Immuno., 8 (1990) 647 - 79). 

Seka perinto- etta ymparistollisten tekijoiden uskotaan vaikuttavan 
lasten IDDM riskiin. Perinnollinen tekija on tarkea, mutta ei riittava selittamaan 
IDDM:n kehittymista. Elinaikainen IDDM:n riski on vain 30 - 50 % toisella 

25 monotsygoottisista kaksosista, kun toisella kaksosista on IDDM. Vain 10 % 
uusista IDDM-tapauksista esiintyy perheissa, joissa on IDDM, ja 90 % uusista 
tapauksista diagnosoidaan potilailla, joilla ei ole perhetaustassa IDDM:aa. Tama 
tarkoittaa, etta ymparistotekijoilla voi olla jopa tarkeampi merkitys IDDM:n 



kehittymisessa kuin perintStekljoilRr ~ ~~~ ~ 

30 Altistumisen lehman maidon proteiineille imevaisaikana on todettu 

lisaavan IDDM:n riskia useissa epidemiologisissa tutkimuksissa (Gerstein H., 
Diabetes Care 17 (1994) 13 - 19). Epidemiologisten havaintojen perusteella on 
esitetty useita hypoteeseja mekanismeista, joilla lehman maidon proteiinit 
voisivat toimia diabetogeenisina tekijoina. Viimeisimpia on hypoteesi, jonka 
35 mukaan lehman maidon sisaltama insuliini voi aiheuttaa immuunivasteen, joka 



virheellisesti kohdistuu lapsen omaa insuliinituotantoa vastaan (Vaarala, O., 
Paronen, J., Otonkoski, T., Akerblom, H.K., Scand. J. Immunol. 47 (1998) 131 - 
135). 

Suun kautta annettava heterologinen insuliini, joka vahaisessa 
5 maarin eroaa autologisesta insuliinista, saattaa rikkoa immuunitoleranssin 
beeta-soluja kohtaan. Insuliinia tunnistavien lymfosyyttien muodostuminen 
saattaa olla haitallista henkiloille, joilla on perinnollinen alttius IDDM:aa kohtaan, 
ja taman lymfosyyttipopulaation aktivoiminen jopa myohemmin elamassa 
saattaa johtaa autoimmuunihyokkaykseen insuliinia tuottavia beeta-soluja 
10 kohtaan. Olemme osoittaneet, etta aidinmaidonkorvikkeen antaminen 
imevaisikaiselle saa aikaan vasta-ainetuotannon naudan insuliinia kohtaan 
(Vaarala, O., Paronen, J., Otonkoski, T., Akerblom, H.K., Scand. J. Immunol. 47 
(1998) 131 - 135). Nama vasta-aineet ristireagoivat humaani-insuliinin kanssa. 
Koska insuliiniautovasta-aineiden (IAA) esiintyminen edeltaa ja ennustaa 
15 IDDM:n puhkeamista, immunisoituminen insuliinille maitotuotteista voi olla 
haitallista ja lisata IDDMiaan sairastumisriskia. Maitotuotteita, jotka eivat sisalla 
immunoreaktiivista naudan insuliinia, voitaisiin siten pitaa ei-diabetogeenisina 

ravintovalmisteina. 

Mikali autoimmunisaation kaynnistava tekija on naudan insuliini, jota 
20 esiintyy pienia maaria lehman maidossa, on sen poistaminen aidinmaidon- 
korvikkeista erittain tarkeaa IDDM:n valttamiseksi lapsilla. Tasta syysta on tarve 
saada markkinoille lehmanmaitotuotteita ja lehmanmaitopohjaisia tuotteita, jotka 
eivat sisalla immunoreaktiivista naudan insuliinia. Tama koskee erityisesti aidin- 
maidonkorvikkeita, jotka ovat ensimmaisia pienten lasten nauttimia lehman- 
25 maitopohjaisia tuotteita. Lisaksi se koskee muitakin erityisravintovalmisteita seka 
erilaisia maitojuomia ja maitovalmisteita, kuten jaateloa, jogurttia ja juustoja. 

Lisaksi olisi toivottavaa, etta tuotteissa kaytettava proteiiniosa ei 
oleellisesti muuttaisi tuotteiden totuttua makua. 

Aiemmin olemme osoittaneet, etta naudan insutHnin poistaminen 
30 voidaan tehda lehmanmaidosta peraisin olevasta rasvattomasta proteiinipitoi- 
sesta materiaalista, kuten herasta tai rasvattomasta maidosta kationinvaihdon ja 
sen jalkeisen mahdollisen hydrolyysin ja hydrolyysin jalkeisen mahdollisen 
kromatografiakasittelyn avulla, joka voi olla esitnerkiksi adsorptiohartsikasittely 
(Fl-patenttihakemus 971872). Myos Fl-patentissamme 94089 on kuvattu pro- 
35 teiinihydrolysaatin adsorptiohartsikasittely. 



Nyt on yllattaen todettu, etta naudan insuliini voidaan poistaa lehman- 
maidosta peraisin olevasta nestemaisesta rasvattomasta proteiinipitoisesta 
materiaalista, kuten herasta tai rasvattomasta maidosta suoraan adsorptio- 
hartsikasittelyn avulla. Tama uusi menetelma poistaa naudan insuliinin aiempaa 
5 taydellisemmin ja taloudellisemmin kyseisesta proteiinipitoisesta materiaalista. 

Uudessa menetelmassa ei myoskaan tarvita proteiinin hydrolyysia. 
Nain valtytaan hydrolyysivaiheen aiheuttamiita lisakustannuksilta seka hydrolyy- 
sin tuotteista johtuvalta tuotteen maun muuttumiselta. Hydrolyysin tuotteina 
saadaan pilkkoutuneita proteiineja, jotka muuttavat valmistettavan tuotteen 

10 makua totutusta. Esimerkiksi maito, jonka proteiiniosa on ainakin osittain 
korvattu hydrolysoidulla ja siten pilkkoutuneita proteiineja sisaltavalla heralla, ei 
ole maidon makuista. Sita vastoin maito, jonka proteiiniosa on ainakin osittain 
korvattu keksinnon mukaisella menetelmalla kasitellylla, kokonaisia proteiineja 
sisaltavalla heralla, on oleellisesti maidon makuista. 

15 Lehman maito sisaltaa normaalisti pienia maaria naudan insuliinia. 

Pitoisuus vaihtelee maaritysmenetelmasta riippuen, mutta esimerkiksi seka 
ELISA-menetelmalla (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) etta RIA- 
menetelmalla (Radio Immuno Assay) on todettu n. 1 ng/ml pitoisuuksia. 

Taman keksinnon yhteydessa naudan insuliini analysoitiin naytteista 

20 RIA-menetelman avulla. Nayteliuos pakkaskuivattiin, liuotettiin konsentroiduksi 
liuokseksi ja maaritettiin RIA:lla. Toisena riippumattomana menetelmana 
kaytettiin ELISA-menetelmaa, jossa kaytettavat vasta-aineet olivat toisia kuin 
RIA-menetelmassa. RIA-analyysi pitaa tehda ennen lampokasittelyja luotettavan 
tuloksen saamiseksi. RIA- ja ELISA-menetelmat antoivat samaa suuruusluokkaa 

25 olevia tuloksia. 

Insuliinin puhdistuksessa tuotanto- tai uuttoliuoksista on perinteisesti 
kaytetty nestekromatografiaa ja kaanteisfaasikolonnia (Kroeff et al., J. 
Chromatogr. 461 (1989) 45-61; Poll ja Harding, J. Chromatogr. 539 (1991) 37 - 

45; Cox, J. Chromatogr. 599 (1992) 195 - 203; Welinder, J. Chromatogr. 542 

30 (1991) 83 - 99), geelisuodatus- tai anioninvaihtokolonnia (WO 90/00176 ja WO 
90/00177) tai heikkoa kationinvaihtokolonnia (DE 3511270 A1 ja GB 
2173503A). Mikaan julkaisu ei ole toistaiseksi kasitellyt naudan insuliinin 
eristamista suoraan rasvattomasta maidosta tai herasta lukuunottamatta edella 
mainittua Fl-patenttihakemustamme 971872. Kaanteisfaasi- tai geelisuodatus- 

35 kromatografia eivat sellaisenaan sovi maidon kasittelyyn, silla kasitellyn maidon 
olisi oltava elintarvikekelpoista ja kohtuullisen hintaista. 



.nsuliini on immunologisesti inaktivoitavissa helposti lampokas.ttelyl la. 
Esimerkiksi pastorointl- (72 -Q ja korkeakuumennuskasittelyt (UHT-« 
135 140 -C) inaktivcva. suuren osan InsuHlnista RIAIIa havartsemattomaan 
"Loon Kui enkin on havattu, e«a Mnmaidonkowikkei.a saanee. apse, ova, 
. n soitunee. naudan InsulllnlHe aidinmaidonko-vikkeiden kau«a ^aara a, O 

Paronen J Otonkoski. T , Akerblom, H.K., Scand. J. Immunol 47 (1998 131 
135) ioiden —n va, m is, U ksen kuumennusvaihelssa suun osa ,nsul„n,s,a 
nn muuttunut RIAMIa havaitsemattomaksi. 

onmuuttun ^ ^ ^ saadgan alkalsempaa 

eXteTaid nmaidonkorvikkeen. mutta myos muiden eri<yisrav,n,oval,™ S ,e,den 

9n c-pota materiaalista on tunnusomaista, etta 

(ehmanmaidosta peraisin Ceva nes.ema.nen rasva.on P™ -n,p,.o, 
. ■ . u 9 ft ^aatetaan lampotilassa, joka on aile bD ^, 

proteiinikonsen.raa.iksijamahdollises.ikuivataanjauheeks, 

Ku n maidosta poistetaan rasva ja kasem^ saadaan hera,-,°ka 
30 sal,aa heraproteilni, Maiden kokonalsproteiinista noin 20 prosentt,a on hera- 
J!«eiineia ja loppu on kaselinia. Juus.onvalmistuksen yh.eydessa saa avaa 
ZJLZ^e,^ ia kaseiininvalmis.uksen yh.eydessa saa.avaa 

35 av. hera vol o„a mika .ahansa lehmanmaidos.a pera.s.n o.eva hera, kuten 



esimerkiksi juustohera. juoksetekaseiinihera, happokaseiinihera tai hapan 
juustohera. Edullisesti hera on juustohera. 

Lehmanmaidosta peraisin oleva rasvaton proteiinipitoinen materiaali 
voi olla myos ultra- ja diasuodatettua heraa eli heraproteiinitiivistetta. Talloin 
5 hartsilla kasiteltava nestetilavuus on pienempi ja naudan insuliinin poistumis- 
aste samaa luokkaa kuin heran kasittelyssa. 

Edella mainittujen lisaksi keksinnbssa voidaan kayttaa lehmanmai- 
dosta peraisin olevana rasvattomana proteiinipitoisena materiaalina rasvatonta 
maitoa tai rasvattomasta maitojauheesta tehtya vesiliuosta tai maidon kaseii- 
10 nista tehtya vesiliuosta, ts. kaseiiniliuosta. Talloin naudan insuliinin poistumis- 
aste ei kuitenkaan ole samaa luokkaa kuin heran kasittelyssa. 

Keksinnon mukaisesti naudan insuliini poistetaan lehmanmaidosta 
peraisin olevasta nestemaisesta rasvattomasta proteiinipitoisesta materiaa- 
lista, edullisesti herasta tai heraproteiinitiivisteesta saattamalla kasiteltava 
15 materiaali kosketukseen adsorptiohartsin kanssa. Adsorptiohartsina, johon 
naudan insuliini sitoutuu, voidaan sopivasti kayttaa styreeni- tai akryylipoh- 
jaista adsorptiohartsia, joka edullisesti on makrohuokoista. Esimerkkeja sopi- 
vista adsorptiohartseista ovat Dowex XUS 40285.00 (huokoskoko noin 50 A; 
valmistaja Dow Inc., Saksa) ja Amberlite XAD 7 (huokoskoko noin 450 - 500 A; 
20 valmistaja Rohm & Haas, Ranska). 

Adsorptiohartsikasittely voidaan tehda joko siten, etta kasiteltava 
proteiinipitoinen materiaali johdetaan adsorptiohartsilla taytetyn pylvaan lapi, 
tai siten, etta mainittu proteiinipitoinen materiaali saatetaan kosketukseen ad- 
sorptiohartsin kanssa sekoitusastiassa. Adsorptiohartsikasittelyssa pH on 
25 2 -8, sopivasti 4 - 6,7 ja lampotila on alle 65 °C, yleensa 2 - 30 °C ja sopivasti 
2-10°C. 

Kun adsorptiohartsikasittely tehdaan pylvaassa, pylvas taytetaan 
adsorptiohartsilla, joka regeneroidaan sopivasti NaOH:lla ja HCI:lla. Kasitel- 
tava proteirnipitotnef^materiaaK-johdetaafi adsof^tietertsilla-taytetyf^lvaan 
lapi virtausnopeudella 1 - 20 pylvaantilavuutta (BV)/h, sopivasti virtausnopeu- 
della 6 - 8 BV/h. Kyseisessa hartsikasittelyssa kasiteltavan proteiinipitoi- 
sen materiaalin painosuhde adsorptiohartsiin on korkeintaan 1001 sopivasti 
10:1-40:1. 

Silloin kun adsorptiohartsikasittely tehdaan sekoitusastiassa, edella 
kuvatulla tavalla regeneroitu adsorptiohartsi ja kasiteltava proteiinipitoinen 



30 



5 60 minuuttia. rr , ti „h fl rt«*ikasittelvvn voidaan yhdistaa aina- 

Edella kuvattuun adsorptiohartsikasineiyyn v 

7%:t^ p ^x^^ «*■* — rr ovat 

" Konsentroin— n nous.essa. Konsen,roin ti su M eeKsi vaHtaan Kuncn.n «.„ 
~— ^ muu ^^^^ ^ 

VaUkSe " a ■ Lah.oaineen kasitteiyssa .oKonaiskonsemroin.isuhde voi o.la esi- 
25 Lamoaineeii matenaalm 

30 ultra . ia diasuoda.us ennen adsorp.iohar^sitte.ya ia,.a, adsorp.o- 

^.KWyn i =amjs(a koske(ukseen adsorptiohartsin kanssa = 

35 65 °C, sopivasti mikrosuodattamalla, ultrasuodattamalla ta. 9 



Edullisesti kyseinen esikasittely tehdaan suodattamalla kasiteltava materiaali 
mikrosuodatuskalvojen lapi, jotka kalvot ovat 0,05 - 1,4 mikrometrin kalvoja, 
edullisesti 0,1 mikrometrin kalvoja. Talloin erityisesti herasta saadaan poistet- 
tua mahdollisesti lasnaoleva kaseiinipoly tai denaturoituneet heraproteiinit, 
joiden mukana on osa suurikokoisista proteiineista, joihin insuliini on usein 
tarttunut. Ultrasuodatuksessa puolestaan voidaan kayttaa kalvoja, joiden cut- 
off -arvo on 50 000 - 200 000 D, ja sentrifugoinnissa kierrosnopeus on edulli- 
sesti 1 000 - 10 000 kierrosta/min. 

Myos kirkastuskasittely alentaa hieman kasiteltavan materiaalin 
naudan insuliinipitoisuutta. Esimerkiksi heran naudaninsuliinipitoisuus alenee 
edella' mainitussa kirkastuskasittelyssa 6-10 %. 

Keksinnon edullisimmassa suoritusmuodossa heraa kasitellaan ad- 
sorptiohartsilla ja tahan hartsikasittelyyn yhdistetaan yksi ultra- ja diasuoda- 
tuskasittely, joka tehdaan joko ennen hartsikasittelya tai sen jalkeen. Tutki- 
muksissa todettiin, etta kyseisella tavalla menetellen naudan insuliini voitiin 
poistaa herasta kasittelemalla juusto- tai kaseiiniheraa adsorptiohartsilla, kuten 
Dowex XUS 40285.00 (Dow Inc., Saksa) tai Amberlite XAD 7 (Rohm & Haas, 
Ranska). Ajamalla heraa pH 2 - 8:ssa NaOH:lla ja HCI:lla regeneroidun ad- 
sorptiohartsin lapi insuliini saatiin sitoutumaan hartsiin. Nain kasitelty hera ultra- 
suodatettiin pH 6,5:ssa heraproteiinikonsentraatiksi, joka haihdutettiin ja kuivat- 
tin jauheeksi. Kasittely tehtiin myos siina jarjestyksessa, etta hera ensin ultra- ja 
diasuodatettiin ja saatu proteiinitiiviste kasiteltiin adsorptiohartsilla. Kasittelyssa 
heran insuliinipitoisuus aleni RIA:lla maaritettyna 21:sta 3:een ng/g proteiinia eli 
n. 85 % proteiiniin suhteutettuna. 

Edella kuvatulla tavalla kasitelty hera tuotti heraproteiinivalmisteen, 
joka oli naudan insuliinin suhteen ratkaisevasti puhtaampi kuin vastaava 
perinteinen aidinmaidonkorvikejauhe (n. 22 - 30 ng/g proteiina), maitojauhe (n. 
30 ng/g proteiinia) tai ultra- ja diasuodatettu heraproteiinijauhe (proteiinipitoisuus 
70 ^ 80^ %ti+5^25-rig/g^rotettma)r4^J^ 

vapaa heraproteiinivalmiste sopii aidinmaidonkorvikkeiden raaka-aineeksi ja 
ainoaksi proteiinilahteeksi, silla heraproteiini on ravitsemuksellisesti erittain 
korkealaatuista eika tarvitse muita proteiineja ravintoarvon taydentamiseksi. 
Lisaksi keksinnon mukaisesti saatu, oleellisesti naudaninsuliiniton proteiini- 
pitoinen materiaali sopii raaka-aineeksi ja proteiiniosaksi erilaisiin erityisravinto- 
valmisteisiin, erilaisiin maitojuomiin, kuten kulutusmaitoon seka erilaisiin muihin 
maitovalmisteisiin, kuten jaateloon, jogurttiin ja juustoon. 
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Aidinmaidonkorvikkee., jo<ka ova, ensimma.s.a p.en.en lasten 
nauttimia iehrnanmaitopohjaisia tuotteita, koostetaan perin,e,ses„ ma,dos,a, 
els a kasvi6.jys,a, vMsuolaisesta he-ajauhees.a, kivennaisista ,a v„a m „- 
nel loista ml. kerma ja v.hasuCainen heraiauhe sisai.av* naudan 

inSU ' iinia Keksinnen mukaisen mene.elman avu,,a sek, Mnmaidon- 
w ww «TZ muiden lehmanmaitopohjaisten erityisravintovam.steKjen, 

don, jonKin muun j tuotteen valm stuksessa 

waimistamiseksi on tunnusomaista, etta tuoneen 

pitoi sta matenaa^ 

Nau^nTnl'uliinin poisto herasta makrohuokoisella styreenipohjaiseHa 
20 adsorptiohartsillaDowexXUS 40285.00 pH:ssa 5,8. 

XUS 40285 00 -adsorptiohartsia regenerate 2 /o NaOH.lla + ^ A 
HC, Ha huuhdeltiin neu.raaliksi ja pakattiin 20 ml pylvaaseer, PylvaSn lap, 

Kasittelyssa naudan insuliini poistui nerasta «o 
25 saanto k.^elyssl o,i 93 % e,i protelinlin suMeutettuna insuliin.p.to.suus o„ 

alentunut 42 %. 

Ma U In k |ns 2 uliinln poisto herasta adsorption** XUS 40285.00 
pH .a.oissa 4, 5^ 6.4: regeraoMn 2 % NaOH:U, ♦ 2 % 

- „«. ,a ^ t- ^ss: 

insuliinipitoisuus maaritettiin RIA:lla. 



Kasittelyssa naudan insuliini poistui pH 4,0:ssa 57 %:isesti, pH 
5,8:ssa 71 %:isesti ja pH 6,4:ssa 58 %:isesti. Proteiinisaanto oli vastaavasti 
pH 4,0:ssa 69 %, pH 5,8:ssa 66 % ja pH 6,4:ssa 63 % eli proteiiniin 
suhteutettuna insuliinipitoisuus oli alentunut vastaavasti 39 %, 47 % ja 37 %. 
Koe osoittaa, etta naudan insuliinia voidaan poistaa herasta adsorptiohartsilla 
laajalla pH-alueella. 

Esimerkki 3 

Naudan insuliinin poisto herasta makrohuokoisella akryylipohjaisella 
adsorptiohartsilla Amberlite XAD 7. 

XAD 7 -adsorptiohartsia regeneroitiin 4 % NaOH:lla + 0,09 % HCI:lla, 
huuhdeltiin neutraaliksi ja pakattiin 20 ml pylvaaseen. Pylvaan lapi ajettiin 
pH 6,4:ssa tuoretta juustoheraa 20 pylvaantilavuutta (BV) eli 400 ml. 

Kasittelyssa naudan insuliini poistui herasta 76 %:isesti. Proteiinisaanto 
kasittelyssa oli 90 % eli proteiiniin suhteutettuna insuliinipitoisuus oli alentunut 
68 %. 

Esimerkki 4 

Naudan insuliinin poisto heraproteiinitiivisteesta adsorptiohartsilla 
XUS 40285.00 pH:ssa 5,8. 

XUS 40285.00 -adsorptiohartsia regeneroitiin 4 % NaOH:lla + 0,09 % 
HCNIa, huuhdeltiin neutraaliksi ja pakattiin 20 ml pylvaaseen. Pylvaan lapi 
ajettiin mikrosuodatettua (1,4 mikrometria) heraproteiinitiivistetta (kuiva-aine 
5 %, proteiinia 32 % kuiva-aineesta) 20 pylvaantilavuutta (BV) eli 400 ml pH 
5,8:ssa. Kasittelyssa naudan insuliini poistui heraproteiinitiivisteesta 46 
%:isesti. Proteiinisaanto kasittelyssa oli 98 % eli proteiiniin suhteutettuna 
insuliinipitoisuus oli alentunut 45 %. 

Esimerkki 5 

Naudan insuliinin poisto heraproteiinitiivisteesta" makrohuokoisella 
akryylipohjaisella adsorptiohartsilla Amberlite XAD 7. 

XAD 7 -adsorptiohartsia regeneroitiin 4 % NaOHJIa + 0,09 % HCI:lla 

huuhdeltiin neutraaliksi ja pakattiin 20 ml pylvaaseen. Pylvaan lapi ajettiin 
pH 6,4:ssa tuoretta heraproteiinitiivistetta (proteiinipitoisuus 2 %) 20 
pylvaantilavuutta (BV) eli 400 ml. 

Kasittelyssa naudan insuliini poistui heraproteiinitiivisteesta 86 
%:isesti. Proteiinisaanto kasittelyssa oli 85 % eli proteiiniin suhteutettuna 
insuliinipitoisuus oli alentunut 73 %. 
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Esimerkki 6 
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Naudan insuliinin poisto rasvattomasta maidosta adsorptoharts.Ha 
Amber „te XAD 7 P~ artsia regenero| , n 4 % NaOH , la + 0,09 % HCU.a, 

huuhd e,tiin neutraaliksi pakattiin 20 m, pyl^see, 

rasvatonta maitoa (kuiva-aine 9 %, proteuma 35 /o ku.va aineesta) 

py lvaantilavuutta(BV)eli400ml P H6,7:ssa. 

Kasittelyssa naudan insuliin. poistu. 40 /csest. prote.innn 
suhteutettuna. Koe osoittaa, etta myos maidosta naudan insuliin. saadaan 
po^. mutta insuliinin poistumisaste oli neikompi kuin heraa k.s.teltaessa. 

l 5 2*T insuliinin poisto kaseiiniliuoksesta adsorptiohartsil.a 
Amber ,ite regeneroitiin 4 % NaOH ,a + 0,09 * HC* 

5 huuhdeitiin neutraa.iksi ja pakattiin 20 ml pylvaaseen. Pylvaan Bp, ajettun 
nalmLeinaattiNuosta (kuiva-aine 3 %, proteiinia 89 % ku.va-a.nees-ta) 20 
pylvaantilavuutta (BV) eli 400 ml pH 6,7:ssa. 

Kasittelyssa naudan insuliini poistu. 50 %:.sesti. 

Esimerkki 8 Hilri 

f^Hiir, -ia i ia <?ita ultra- ia diasuodatetti.n 
Tuoretta iuustoheraa otettun 14 I ja sua uiud j 

40 "Cssa GR8 PP- a,voi„a (6 000 D cu.-of, -Kalvot) Labstak-uUrasuodat^eila 

konsentrointisuhteeUa 4. Si.en kokonaiskonsentroint,suhteeks, tul 24 Lahtohe 
^l^U*"*-*"". saadusta h eraprc«eiini.iivis.e e s,a m aar„e«„n na dan 
ras(a ]a lopp Drote iinipitois U us. Lahtoherassa naudan msulnroa 

«^*^^rS* naudan — it0i sddS - 
siten alentunut 30 % proteiiniin suhteutettuna.- 

M ZTJltt. (50 -C) UuoteWIn 5.040 kg es.merkin ^ mukaisesli 
kasitenysta heras.a va.mis.ettua herapro.eiinijauhe.ta, 11.423 kg kas" 
I,a y i1.232 kg puhdW-u. .aktoosia, 12.260 U > ^^"^ U 
. witamiini- ia mineraaliesiseosta (sisaltaa A-, D-, E-. K-. B1-. B2 Bb j 
35 ;«CZTJk. niasiinin, .ooiihapon, pan.o.eenihapon, hiciini, askor b „n,- 
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hapon, koliinin, inositolin, ferroglukonaatin, sinkkisulfaatin, rnangaanisulfaatin, 
natriumseleniitin ja kupariglukonaatin) seka 70 g kalsiumkloridia, 300 g kal- 
siumfostaattia, 65 g magnesiumsuifaattia, 125 g natriumkloridia ja 620 g ka- 
liumsitraattia. Seoksen kuiva-ainepitoisuus oli noin 40 %. 

Nain saatu seos johdettiin homogenisaattoriin (150/50 bar) ja kui- 
vattiin jauheeksi sumutuskuivaimella, jossa kuivauslammot olivat 180/75 °C, 
leijupedilla 70/120/30 °C. Tuote oli koostumukseltaan, ulkonaoltaan ja maul- 
taan tavallisen aidinmaidonkorvikkeen kaltaista. 
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Patenttivaatimukset 

, Menetelma naudan insuliinin poistamiseksi tehmanmaidos.a pe- 
psin olevasta nestemaisesta rasvattomasta proteiinipltoisesta matenaai.sta. 

' " " " 8 1 ^"dosta pepsin oleva nestem.nen rasva.on p—itoi- 
♦ • m innka dH on 2 - 8, saatetaan lampotilassa, joka on alle 65 O. 

p ro ,eiinikonsen„aa,iksi ja mandollisesti ^">^\ u n „ e , , u siita , 
2 Patenttivaatimuksen 1 muka.nen menetelma, t u n n e 

e« adsCptiohartsina «n styreeni- tai ak^pohia.sta adsorpt.o- 

i . - prhjiiisesti on makrohuokoista. 

hartS ' 1 A 1 Z> patenttivaatlmuksista 1 - 3 mukainen menetelma. u n - 
n . „ „ s,i«a * proteiinipitoisen matenaa.in pa.nosuhde ad- 

, , „ =L etta pLiinipitoinen ma.eriaa.i jchdetaan adsorpt,oharts,lla tay- 
n e 1 1 u SMta. etta proie v DV | v aantilavuutta (BV)/h, sopivasti 

tetyn pylvaan lapi virtausnopeudella 1 - 20 pylvaan 

6 - 8 — r « u n d 

60 minUUtt 7 Jonkin patenttivaatlmuksista 1 - 6 mukainen menetelma . « u „ - 
„ e , . u s ta e«a lenmanmaidesta peraisin oleva nestema.en rasvaKm p o- 
36 e n pitolnen materiaali ultra- ja diasuodatetaan kayttaen kalvo.a, ,o,ka 
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5 000 - 25 000 D cut-off -kalvoja, ennen proteiinipitoisen materiaalin saatta- 
mista kosketukseen adsorptiohartsin kanssa ja/tai adsorptiohartsikasittelyn 
jalkeen. 

8. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 7 mukainen menetelma, t u n - 
5 nettu siita, etta ennen saattamista kosketukseen adsorptiohartsin' kanssa 

lehmanmaidosta peraisin oleva nestemainen rasvaton proteiinipitoinen materi- 
aal. esikasitellaan kirkastamalla se sopivasti mikrosuodattamalla, ultrasuodat- 
tamalla tai sentrifugoimalla, edullisesti suodattamalla se mikrosuodatuskalvo- 
jen lapi, jotka kalvot ovat 0,05 - 1,4 mikrometrin kalvoja, edullisesti 0,1 mikro- 
10 metrin kalvoja. 

9. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 8 mukainen menetelma, t u n - 

nettu siita, etta adsorptiohartsilla kasitelty nestemainen materiaali kon- 

sentroidaan ultra- ja diasuodatuksella kayttaen kalvoja, jotka ovat 5 000 - 

25 000 D cut-off -kalvoja, sopivasti 10 000 D cut-off -kalvoja, proteiinikonsent- 

15 raat.ks., joka mahdollisesti kuivataan jauheeksi, sopivasti sumutus- tai pak- 
kaskuivauksella. 

10. Oleellisesti naudaninsuliiniton, lehman maidosta peraisin oleva 
rasvaton proteiinipitoinen materiaali, t u n n e 1 1 u siita, etta se on valmistettu 
jonkin patenttivaatimuksista 1 - 9 mukaisella menetelmalla. 

20 1 1 • Jonkin Patenttivaatimuksista 1 - 9 mukaisella menetelmalla saa- 

dun, oleellisesti naudaninsuliinittoman, lehman maidosta peraisin olevan ras- 
vattoman proteiinipitoisen materiaalin kaytto aidinmaidonkorvikkeen tai jonkin 
muun erityisravintovalmisteen proteiiniosana tai kulutusmaidon, muiden mai- 
tojuomien tai erilaisten maitovalmisteiden raaka-aineena. 
25 12 ' Me netelma oleellisesti naudaninsuliinittoman aidinmaidonkor- 

vikkeen tai jonkin muun erityisravintovalmisteen tai kulutusmaidon, jonkin 
muun maitojuoman tai jonkin maitovalmisteen tai naiden raaka-aineen val- 
mistamiseksi, t u n n e 1 1 u siita, etta tuotteen valmistuksessa proteiiniosana 
^aytetaangoakin^atenMv^at^^ 

naudaninsuliinitonta, lehman maidosta peraisin olevaa rasvatonta proteiinipi- 
toista materiaalia. 
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(57) Tiivistelma 

Keksinnon kohteena on menetelma naudan insuliinin 
poistamiseksi lehmanmaidosta peraisin olevasta neste- 
maisesta rasvattomasta proteiinipitoisesta materiaalista, 
jolloin lehmanmaidosta peraisin oleva nestemainen ras- 
vaton proteiinipitoinen materiaali, jonka pH on 2 - 8, saa- 
tetaan lampotilassa, joka on alle 65 °C, kosketukseen ad- 
sorptiohartsin kanssa, jolloin kasiteltavan proteiinipitoisen 
materiaalin painosuhde adsorptiohartsiin on korkeintaan 
100:1, johon hartsikasittelyyn mahdollisesti yhdistetaan 
ainakin yksi proteiinipitoisen materiaalin ultra- ja diasuo- 
datuskasittely, ja nain saatu nestemainen materiaali tar- 
vittaessa konsentroidaan proteiinikonsentraatiksi ja mah- 
dollisesti kuivataan jauheeksi. Lisaksi keksinnon kohteena 
on nain saatu, oleellisesti naudaninsuliiniton proteiinipitoi- 
nen materiaali ja sen kaytto proteiiniosana tai raaka- 
aineena oleellisesti naudaninsuliinittoman aidinmaidon- 
korvikkeen tai jonkin muun erityisravintovalmisteen tai ku- 
lutusmaidon, jonkin muun maitojuoman tai jonkin maito- 
valmisteen tai naiden raaka-aineen valmistamisessa. 



